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Die vorliegende Erfindxing betrifft Peptide von 4 bis 14 
Aminosauren LSnge. Die erfindungsgemaBen Peptide kCnnen als Wirkstoff 
in Arzneiitd-tteln zur Behandlung von degenerativen Erkrankungen des 
Zentralnervensy stems, wie dem Morbus Alzheimer, der Lewy Body Demenz, 
der Parkinson' schen Erkrankung, dem Morbus Huntington (Chorea), der 
Multisystem-Atrophie und anderen ahnlichen Erkrankungen verwendet 
werden . 

Bei neurodegenerativen Erkrankungen treten im Allgemeinen als 
gemeinsames Merkmal Aggregate von Proteinen im Gehirn auf . Im Falle der 
Alzheimer 'schen Erkrankung handelt es sich um die sogenannten senilen 
Plaques (extrazellulare EiweiBablagerungen, die vornehmlich aus 
Amyloid-Beta-Peptiden bestehen) und um die sogenannten neurofibrillaren 
Tangles, intrazellulSre Proteinknauel aus hyperphosphoryliertem Tau~ 
Protein. Beim Morbus Parkinson finden sich intrazelluiare 
EinschlusskCrper, bestehend aus aggregiertem Alpha-Synuclein . Nach den 
neuesten wissenschaftlichen Befunden konnten solche Einschlussk5rper 
(Lewy Bodies) auch bei mehr als 70% der familiaren land sporadischen 
Alzheimer-Erkrankten nachgewiesen werden, man findet sie auch bei 
Patienten, die am Down-Syndrom leiden. Aggregate von Alpha-Synuclein 
in Gliazellen treten bei der Multisystem Atrophie auf. Analog dazu 
finden sich Aggregate vom Prionprotein bei der Creutzf eld- Jakob 
Erkrankung und verwandten Erkrankungen, und letztendlich Ablagerungen 
von Huntingtin bei Huntington Chorea. 

Bei manchen der Erkrankten liegen mutierte Proteins vor, die ein 
besonders ausgeprSgtes Aggregationsverhalten besitzen. Bei der Mehrzahl 
der Patienten aber bestehen die Aggregate aus normalen Wildtyp- 
Proteinen. Es werden verschiedene Ursachen angenoitimen, die das 
L5slichkeitsverhalten der Proteine plOtzlich verSndern, wobei zum 
Beispiel erhOhter oxidativer Stress wahrend des Alterungsprozesses eine 
wesehtliche Rolle spielen dUrfte. Auch Veranderungen in der Kapazitat 
verschiedener proteincJ^bauender Enzyme koromen als Ursache in Frage, da 
durch StSriingen falsch modifizierte EiweiBe entstehen kbnnen, die sich 
dann ablagern und von verschiedenen Entsorgungsenzymen nicht mehr 
waiter prozessiert werden konnen. 

Ein anderer auslttsender pathophysiologischer Mechanismus besteht 
in einem gestOrten Gleichgewicht zwischen aggregatorischen und anti- 
aggregatorischen Proteinen. Die Entdeckung, dass das synaptische 
Protein Alpha-Synuclein den Hauptbestandteil der sogenannten Lewy 
Bodies darstellt, und dass Mutationen in diesem Protein zu familiarer 
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Parkinson' scher Erkrankung fUhren, haben dieses EiweiB in den 
Mittelpiinkt des Interesses wissenschaftlicher Forschung gerUckt. Neben 
Alpha-Synuclein existieren als weitere Vertreter dieser Proteinfamilie 
Ganana-Synuclein und Beta-Synuclein, ' sowie das kUrzlich entdeckte 
Synoretin (Surgurchov et al., Wol. Cell. Neuroscl. 13 (2) :, 95-103 
[1999]). 

Bei verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen tritt eine 
Verschiebung des Mengenverhaitnisses zwischen den einzelnen Synucleinen 
dahingehend auf , dass der' relative Anteil von Alpha-Synuclein erhoht 
wird. Es konnte in vitro nachgewiesen warden, dass Beta-Synuclein, ein 
sehr riaher Verwandter von Alpha-Synuclein, in der Lage ist, die 
Aggregation von Alpha-Synuclein dosisabhangig zu heitimen {Hashimoto et 
al., Neuron 32(2): 213-23 [2001]). Versuche in Zellkulturen, bei denen 
eine St^rung der normalen Zellproliferation und Dif ferenzierung durch 
Oberexpression von Alpha-Synuclein ausgelOst wurde, zeigten ebenfalls 
eine im therapeutischen Sinn gtinstige Wirkxing von Beta-Synuclein, 
welches das Anhaften, Uberleben und Auswachsen von Neuriten in diesen 
Kulturen wieder normalisierte - MSuse, die fUr Alpha-Synuclein transgen 
sind, zeigen eine erhdhte Produktion dieses Eiweifies und weisen daher 
ein gestartes Verhaitnis in den Mengen zwischen Alpha- und Beta- 
Synuclein auf. Sie bilden im Laufe des Alters intraneuronale 
Einschlusskarper Shnlich den Lewy Bodies aus und zeigen auch 
fortschreitende motorische StOrungen, die mit der FunktionsstiJrung beim 
Morbus Parkinson vergleichbar sind. Kreuzt man diese Tiere mit Beta- 
Synuclein transgenen Tieren, die eine erhdhte Expression dieses " 
" EiweiBes zeigen, so lasst sicdi auf wesentlich hCherem Niveau in dex 
Gesamtexpression der Synucleine eine HomSostase wiederherstellen. Als 
Folge wird die Anzahl der EinschlusskOrper hoch signif ikant reduziert 
und der charakteristische neuronale Funkt ions ver lust komplett 
verhindert . 

Alpha-Synuclein dtlrfte aber auch eine besonders wichtige Rolle bei 
der Pathologie der Alzheimer' schen Erkrankung spielen. Dafar spricht 
die Tatsache, dass ein Teil dieses Proteins, die NACP (Non-Amyloid 
Component Protein) Domane, als Teil der senilen Plaques nachgewiesen 
werden konnte (Yoshimoto et al., Proc. Natl. Acad. Sci 92, 9141-5 
[1995] und WO-9506407) , und zudem die Tatsache, dass - wie oben erwShnt 
- etwa 70% der Alzheimer Erkrankten in verschiedenen Hirnarealen Lewy 
Bodies aufweisen, in denen sich ebenfalls Alpha-Synuclein findet (Eizo 
et al., Neurosci. Lett. 290(1), 41-4 [2000]). In einem transgenen 
Mausmodell erhe^ht Beta-Amyloid die Akkumulation und die Neurotoxizitat 



von Alpha^Synuclein (Masliah et al,, Proc. Natl. Acad. Sci 98 {21): 
12245-50 [2001]). ZusStzlich kOnnte Alpha -Synucle in als synaptisches 
Protein eine wichtige Rolle bei der initialen synaptischen Degeneration 
spielen, und somit eine Schltisselrolle in der Pathogenese einnehiaen. 

Derzeit stehen keinerlei kausal wirksame Therapien ' der 
Alzheimer 'schen Erkrankung, der Lewy Body Demenz, der Parkinson 'schen 
Erkrankung oder anderer neurodegenerativer Erkrankungen zur VerfUgung. 
Eine Verhinderung der abnormen Proteinaggregation durch einen endogenen 
Faktor k6nnte somit einen ersten Schritt in diese Richtung darstellen. 
Da Alpha- und Beta-Synuclein zusatzlich mit verschiedenen endogenen 
Signaltransduktionskaskaden wie der Proteinkinase C, Oder der 
Phospholipase 02 und verschiedenen Transkriptionsf aktoren interagieren, 
w^ren iiber diese Wirkwege zusatzliche positive Einfltisse, die sich 
neuroprotektlv auswirken konnten, denkbar. 

Die Verwendung von Beta-Synuclein und insbesondere davon 
abgeleiteten Peptiden in Zusaramenhang mit Alpha-Synuclein ist bekannt 
(siehe etwa Oktapeptide in WO 02/04482 und drei weitere Peptide in WO 
02/04625) . Die WO 002/0020 und WO 01/60794 beschreiben die Verwendung 
von Beta-Synuclein als ganzes Molektil bzw. von Methoden, die dessen 
Expression in vivo steigern zur Therapie von neurologischen 
Erkrankxmgen, die mit Alpha-Synuclein in Zusammenhang stehen. Die 
WO 01/60794 lehrt insbesondere auch die Verwendung eines Peptides mit 
der Aminosaure-Sequenz MDVFMKGLSMAKEGV, welches den N-terminalen 
Aminosauren 1 bis 15 des Beta-Synucleins entspricht, zur Behinderung 
der Bindung von Alpha-Synuclein und Beta-Amyloid. Die WO 01/60794 
liefert jedoch keinen Nachweis ftir eine tatsachliche protektive Wirkung 
dieses Peptides auf lebende, neuronale Zellen und enthait keine 
Hinweise auf andere wirksame Peptide in diesera Sequenzbereich. Kiirzere 
Peptide waren jedoch fUr den Einsatz als Arzneimittel sehr vorteilhaft, 
da sich im Allgemeinen mit abnehmender Ketteniange die Probleme der 
chemischen und biologischen Stabilitat sowie der BioverfUgbarkeit stark 
vermindern- 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zu Grunde, Peptide vorzustellen, 
die von der N-terminalen Sequenz des Beta-Synucleins abgeleitet sind 
und den EinfluiJ toxischer oder vitalitatsschadigender Noxen, wie sie 
bei neurodegenerativen Erkrankungen vorliegen, antagonisieren. 

Geldst wirde diese Aufgabe mit den in Anspruch 1 genannten 
Peptiden. 

Oberraschenderweise ergab sich die aus dem Stand der Wissenschaft 
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und Technik nicht ableitbare Tatsache, dass bereits einzelne Peptide, 
die nur die Halfte bzw. sogar nur ein Drittel der in WO-0160794 
beschriebenen Sequenz aus 15 Aminosauren umfassen, in Modellen von 
pathologischen VorgSngen, wie sie bei neurodegenerativen Erkrankungen 
vorliegen oder vermutet werden, ausgezeichnete Wirkung entfalten; so 
etwa das Heptapeptid SMAKEGV und das Pentapeptid LSMAK, 

Im Rahmen der Erfindung sind nicht nur Peptide, deren 
Einzelbest'anteile 1-Aminosauren sind, sondem auch Peptide, deren 
Einzelbestanteile d-Aminosauren sind. 

Ebenso im Rahmen der Erfindung in Betracht gezogen sind N- oder 
C-terminal veranderte Peptide. 

Die Peptide der Erfindung k^Snnen auf verschiedene Weise 
synthetisch hergestellt warden. 

Die chemische Synthase eines Peptids stellt ein konventionelles 
Verfahren dar und kann zum Beispiel durch die Merrifield Solid Phasen 
Synthesetechnik erreicht werden (Merrifield, J., Am, CJiein. Soc. , 
85:2149-2154 [1963]; Kent et al.. Synthetic Peptides in Biology and 
Medicine, 29 ff eds. Alitalo et al., Elsevier Science Piablishers 1985; 
Haug, J.D. Peptide Synthesis and the protecting group strategy, 
American Biotechnology Laboratory, 5 (1): 40-47 [1987]). Verfahren der 
chemischen Peptidsynthese beinhalten auch die Verwendung automatischer 
Peptidsynthetizer unter Verwendung koramerziell erhaitlicher geschUtzter 
AminosSuren wie zum Beispiel Biosearch (Modell 9500 und 9600), Applied 
Biosystems. Inc. (Modell 430; Miligen (Modell 9050) und andere. 
Zusatzlichi zu den chemischen Verfahren kbnnen diese Peptide mittels 
rekombinanter Technologie in Zellen von Bakterien, Pilzen oder von 
saugetieren hergestellt und mittels herkdmmlicher Verfahren gereinigt 
werden. 

Unabhangig davon, ob die Synthese der erf indungsgemSfien Peptide 
liber chemische Wege oder durch rekombinante Technologien durchgeftihrt 
wird, kann es insbesondere zur ErhOhung der Stabilitat nach EinfOhrung 
in den zu therapierenden Organismus wtlnschenswert sein, die Peptide zu 
modifizieren, Dazu kbnnen beispielsweise folgende Methoden angewendet 
werden: 

1) Kovalente Modif ikationen, bei denen vorherbestimmte 
Aminosaure-Reste des Peptids mit organischen Derivatisierungs- 
substanzen an ausgewahlten Seitenketten oder endstandigen 
Resten reagieren kOnnen. Zum Beispiel reagieren Cysteinyl 
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Reste mit Alpha-Haloacetaten und korrespondierenden Aminen wie 
der Chloroessigsaure oder dem Chloroacetamid iind ergeben dabei 
Carboxymethyl oder Carboxyaraidomethyl Derivate . Cysteinyl 
Reste kOnnen auch durch die Reaktion mit Bromotrif luoroaceton, 
. Alpha-Bromo-Beta (5-Imido2oyl) Propionsaure, Chloroacetyl- 
phosphat, N-Alkylmalemiden, 3-Nitro2-Pyridyldisulf id, Methyl2- 
Pyridyldisulfid, p-Chloromerkuribenzoat, 2-Chloromerkuri-4- 
Nitrophenol oder Chloro-7-Nitrobeiizo-2-oxa-l, S-Diazol deri- 
vatisiert werden. Auch die Aminosaure Histidin kann leicht 
durch die Reaktion mit Diethylprocarbonat bei einem pH Wert 
von 5,5-7 derivatisiert werden, da diese Substanz relativ 
spezifisch filr die Histidyl Seitenkette ist, Parabromophena- 
zylbromid ist ebenfalls eine Mttglichkeit, wobei die Reaktion 
vorzugsweise in 0,1 molaren Natriumcacodylate bei pH 6,0 
ausgefUhrt wird. 

2) Lysin und aminoterminale Reste kbnnen auch mit Succinat oder 
anderen CarboxylsSure-Anhydriden derivatisiert werden. Die 
Reaktion mit diesen Agenzien hat den Effekt, die Ladung des 
Lysinyl Restes umzukehren* Andere geeignete Reagenzien zur 
Derivatisierung Alphaamino enthaltender Reste inkludieren 
Imi do-Esther wie Methyl-Bicolinimidat, Pyridoxal-Phosphat, 
Pyridoxal , Chloroborohydrid, Trinitrobenzensulf onsaure , O- 
Methyl Isohamstoff, 2, 4 Pentandion und Transaminase 
katalysierte Reaktionen mit Glyoxylat, Die Arginyl Reste 
kOnnen durch die Reaktion mit einer oder mehreren 
konventionellen Reagenzien wie Phenylglyoxal, 2,3 Butandion, 
1, 2-Cyclohexandion und Ninhydrin modifiziert werden. Die 
Derivatisierung der Arginyl Reste erfordert, dass die Reaktion 
unter alkalischen Bedingungen wegen des hohen PK Wertes der 
Guanidin Gruppe durchgeftihrt wird. Zusatzlich kOnnen diese 
Reagenzien auch mit Gruppen des Lysin, sowie mit der Arginin- 
Epsilon T^minogruppe reagieren. 

3) Tyrosyl Reste sind bekannte Targets fiir die Einfuhrung von 
spektralen ^3arkierungen durch die Reaktion mit aromatischen 
Diazonium Siabstanzen oder Tetranitromethan . Am hSufigsten 
werden N-Acetylimidizol und Tetranitromethan verwendet, um O- 
Acetyltyrosil und 3-Nitroderivate zu produzieren. 

4) Die Carboxyl Seitengruppe (Aspartyl oder Glutamyl) wird 
selektiv durch Reaktion mit Carbodimiden (R' -N-C-N-R' ) wie 1- 
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Cyclohexyl-3-(2-Morpholinyl (4-Ethyl) ) Carbodiimid oder 1- 
Ethyl-3- (4-Azonia-4, 4-Dimethylpeiityl) - Carbodiimid modi fiziert. 
Aspartyl und Glutamyl Reste werden durch die Reaktion mit 
Ammonium lonen in Asparaginyl und Glutaminyl Reste verwaoidelt. 
Glutaminyl und Asparaginyl Reste werden haufig zu den 
entsprechenden Glutamyl und Aspartyl Resten deamidiert. 

5) Andere Modif izierungen beinhalten die Hydroxylierung von 
Prolin vmd Lysin, die Phosphorylierung der Hydroxy Igruppen von 
Seryl und Threonyl Resten, die Methylierung der Alpha 
Aminogruppe von Lysin, Argenin und Histidin Seitenketten, 
sowie die Acetylierung der N-terminalen Aminogruppe und die 
Amidierung der C-terminalen Carboxylgruppen. 

Solche Derivatisierungen k5nnen dazu dienen, die Loslichkeit, 
Absorption, die biologische Halbwartszeit und ahnliches zu verbessem- 
Die Derivatisierungen kbnnten alternativ auch dazu dienen, etwaige 
ungewtinschte Nebeneffekte der Proteine zu minimieren. 

Bestimmving der biologischen Aktivitat: 

Da die Zielrichtung der Therapie mit den erf indungsgemSB 
vorgestellten Peptiden verschiedene neurodegenerative Erkrankungen 
sind, \rurden unterschiedliche Modellsysteme ftir den Nachweis der 
biologischen Wirksamkeit der erf indungsgema^en Peptide bei neuro- 
degenerativen Erkrankungen eingesetzt. In der Folge werden die 
einzelnen verwendeten Modellsysteme und die damit erzielten Ergebniase 
beschrieben. 

Gemeinsam ist diesen biologischen Testsystemen, dafi aus 
HUhnerembryonen gewonnene kortikale Neuronen acht Tage in Kultuarplatten 
kultiviert und sodann einer spezifischen Noxe ausgesetzt werden 
(Pettmann et al.r Nature 281(5730): 378-80 [1979]). 

Dazu werden einen Tag alte, befrachtete Htlhnereier bei +12 +/- 0,1 
^'C und 80 +/- 5% Luftfeuchte acht Tage lang inkubiert. Am embryonalen 
Tag 0 werden die Eier in einen Bebrtttungsinkiabator transferiert und bis 
zum embryonalen Tag 8 bei 38 +/- 0,5 *C und 55 +/- 5% inkubiert- Nach 
Entnahme der Gehirne werden die Kortices isoliert, homogenisiert und 
Neuronen in PrimSrkultur genommen (Kulturbedingungen: Dulbecco' s 
Modified Eagle's Medium, 20% v/v f Stales Kalberserum, 0,01% Gentamycin, 
1 g/1 Glukose, 2 mM L-Glutamin, +37^0, 5% CO2 und 95% Luftfeuchte) . Nach 
8 Tagen in Kultur wird das zu prtifende Peptid zugesetzt 
(Endkonzentrationen von 1,56 bis 200 ;M) und die spezifizierte Noxe 



ausgefOhrt. Bei jedem Versuch wird eine geschadigte Kontrolle und eine 
Vehikel-Kontrolle mitgefiihrt, Nach Ablauf der spezif izierten 
Stressperiode wird der Anteil der noch lebenden Neuronen mit einem 
metabolischen kolorimetrischen Assay bestimmt (die Umsetzung des gelben 
Chromophors MTT zu einem blauen Forma zan-Produkt erfolgt nur durch 
lebende Zellen) . 

Zu den Aminosaure-^Sequenzen der zitierten Peptide siehe Tabelle 

1. 

Beispiel 1: Serum-Entzugsassay 

Durch den Entzug von Wachstumsfaktoren (Reduktion der Zumischung 
von fatalem Kaiberserum auf 2% v/v) wird ein langsamer und 
progredienter Zelltod durch Apoptose und Neurodegeneration 
herbeigefiihrt. Dies simuliert die StOrungen in der Stimulation der 
Neuronen mit Nervenwachstumsfaktoren, die als eine der mejglichen 
Drsachen neurodegenerativer Erkrankungen angenommen werden. Die 
Wirksamkeit der neuen Peptide in der Verhinderung des Zelltods wurden 
gemessen. 

Insgesamt hatten in diesem Test 31 von 45 getesteten 
Peptidf ragmente neuroprotektives, anti-apoptotisches Potential . 
Besonders effizient waren dabei die Substanzen BH#16 und BH#37 deren 
Effekte 150% iiber den Effekten der Kontrolle (==100%) lagen. Beim 
Oktapeptid BH#7 (Sequenz LSMAKEGV) lagen die Effekte bei 450%. 



Beispiel 2: Chronlsche Stdrung des Kalzium Stoffwechsels durch 
ZonoiiiQfcln 

Es wird vermutet, dass es bei verschiedenen neurodegenerativen 
Erkrankungen aufgrund metabolischer Fehlfunktionen zu einer chronischen 
Kalziumiiberladung kommt, die Uber die Aktivierung verschieneder 
Enzymsysteme letztendlich Zelltod bewirkt. Bei dem vorliegenden Modell 
wird diese Schadigung durch eine Zugabe von lonomycin in methanolischer 
LOsung (Endkonzentration: 10/iM) Ober 24 Stunden hinweg induziert. 
Methanol, in Medium verdiinnt, dient als Vehikel-Kontrolle. 

In diesem ischamischen Schadigungsmodell waren 6 Substanzen 
neuroprotektiv wirksam. Interessant sind vor allem 3 Substanzen: BH#8 
,BH#13 und BH#34 fiihrten zu einer Steigerung der Zellvitalitat auf ca. 
150%. 




• • ••• •••« • 



8 

Beisplel 3: Oxidatlver Stress darch Eisenchlorld 

Langdauernde Behandlung mit Eisenchlorid stellt einen dironischen 
oxidativen Stress dar, der Nervenzellen, aber auch andere Zellen, ziam 
Absterben bringt. Da StOrungen im Eisenhaushalt sowohl ftir den Morbus 
Alzheimer als auch ftir den Morbus Parkinson, insbesondere aber bei ' 
Eisenspeichererkrankungen wie der Hallervorden-Spatz Erkrankung, 
beschrieben werden, stellt dieses Modell ein relevantes Testsystem dar. 
Am 8- Kulturtag werden Nervenzellen durch Zugabe von 10/zl FeC12-LCsung 
geschadigt (Endkonzentration: ImM) - Geschadigt wird fUr 24 Stunden. 

In diesem Assay wiesen 23 Peptidfragmente eine eindeutige 
neuroprotektive Wirkung auf, davon lag bei mehr als der Haifte der 
Substanzen eine Steigerung der Vitalitat auf Ober 150% vor. Mehr 
Substanzen als in jedem anderen Sch^digungsassay fOhrten zu einer 
Zellvitalitatssteigerung auf tiber 200% (BH#8, BH#10, BH#11, BH#13) bzw. 
250% (BH#15, BH#6, BH»27, BH#28) . 

Beisplel 4: Oxidativer Stress durch Wasserstoffsrxperoxyd 

Durch die Zugabe von .Wasserstof f superoxyd zum Kulturmedium werden 
freie Radikale erzeugt, die in Nervenzellkulturen massiven Zelltod 
bewirken. Da dies einen ubiquitSren Mechanismus der Zellschadigxing 
darstellt, hat dieses Modell sowohl far akute als auch chronische 
Nervendegeneration Relevanz. Am 8. Kulturtag wird den 
Nervenzellkulturen HjOj zu einer Endkonzentration von 100 //M zugesetzt. 

Insgesamt 30 Peptide zeigten hier neuroprotektive s Potential, Mit 
Effekten von tlber 200% verglichen mit der geschSdigten Kontrolle (= 
100%) waren die Substanzen BH#5, BH#8, BH#9 und BH#29 besonders 
auffallend- . Eine neuronale Vitalitatssteigerung auf 145% und. mehr 
zeigten auch die Peptide BH#13, BH#29, BH#37, BH#38 und BH#46. 

Beisplel 5: Amyloid-Beta Aggregations Assay 

Beta-Amyloid - Peptide stellen in aggregierter Form ein potentes 
Neurotoxin dar, dessen Zugabe zu Nervenzellkulturen zu einem raschen 
und fortschreitenden Zelltod fUhrt. Da Beta-Amyloid Peptide eine 
wesentliche Rolle in der Pathogenese des Morbus Alzheimer darstellen, 
ist dieses Modell als besonders relevant anzusehen. 

Bei dem vorliegenden biologschen Test handelt es sich um ein 
speziell ftir dieses Projekt entwickeltes Verfahren zur Testung anti- 



aggregatorischen Substanzpotentials . Die neu synthetisierten Peptide 
werden direkt einer frischen LOsiang von Amyloid-Beta Peptiden 
zugegeben, um die Bildimg neurotoxischer Aggregate zu verhindern. Die 
Auswirkung dennoch entstehender Aggregate auf das Wachstum und 
tJberleben von Nervenzellkulturen ist der MeBparameter . 

Sechs der getesteten 45 Peptidfragmente konnten die neurotoxische 
Wirkung von B-Amyloid25-35 teilweise kompensieren. Auffallend sind die 
Peptide BH#24 und BH#26, die zu einer Steigerung der neuronalen 
Vitalitat um 44 bzw, 74% ftlhren. Allerdings konnten andere Peptide, 
deren Synthese schwierig war Oder weil nur wenig Material verfilgbar 
war, nur einmal getestet werden. Deshalb kann nicht ausges Chios sen 
werden, dass das eine oder andere Peptid ebenfalls wirkungavoll sein 
kbnnte . 



Beispiel 6: Zytotoadsche Wirkung von pr&*aggregiert^ Beta-An^lold 
Peptxd 

Im Gegensatz zum zuvor geschilderten Test arbeitet dieser mit 
praformierten neurotoxischen Amyloid-Aggregaten . Um diese zu erzeugen, 
wird ein aus den AminosSuren 25 bis 35 bestehendes Beta-Amyloidpeptid 
(B-A(25-35) ) in phosphatgepuffertem Kochsaz gelOst (1 mM) und fUr 
mindestens 72 Stunden zur Komplexbildung bei Raumtemperatur gelagert. 
Am B. Kulturtag wird diese L5sung in einer Endkonzentration von 20 /zM 
in die Kulturen pipettiert und nach 24 Stunden Exposition wird wie 
Oblich der Anteil der lebenden Zellen bestimmt- 

21 von 45 untersuchten Peptiden zeigten neuroprotektives 
Potential. Die Effekte lagen zwischen 120 und 150% gegentlber der 
ungeschadigten Vehikel-Kontrolle, wobei teilweise Effekte bereits in 
sehr niedrigen Dosierungen erkennbar sind. 

Bis auf den Aggregationsassay (Beispiel Nr. 5), ftlr den nur ein 
Versuchsdurchgang stattfand, sind in alien Abbildungen der Mittelwert 
(MW) und die Standardabweichung (Stabw) von zumindest zwei unabhangigen 
Experimenten (n>6) dargestellt. D.h. die Durchftthrung der Versuche 
erfolgte an unterschiedlichen Tagen mit unterschiedlichen 
Zellpraparationen und von verschiedenen Personen. Ftir einige Peptide 
wurden zwei Nummem vergeben (#1«#23 oder #6=#35 Oder #7»#43), die 
Ergebnisse mit diesen Peptiden wurden aber nur einmal dargestellt. Ein 
Peptid konnte nicht getestet werden, da es nicht in Lttsiing gebracht 
werden konnte (#49) . Mit einigen anderen Substanzen gab es Probleme bei 
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der Herstellung/ weshalb nur geringe Mengen verfUgbar waren lond die 
Substanzen nicht in alien Assays ausgetestet werden konnten (#12, 14, 
17,35 iind #48). Generell waren nur wenige Peptide in keinem Assay 
wirksam {, 18, , 32, , 41, ). In nur einem Screening Assay wirksam 
waren die Peptide mit der Nuinmer # 12, 20,. 30, 33, 39 und 45, - Wie aus 
den Abbildungen ersichtlich, sind die Standardabweichungen, d.h. die 
Schwankungen zwischen den unabhSngigen Experimenten, teilweise recht 
grofi. Diese Schwankungen sind auf Stabilitatsprobleme zurUckzuf Uhren. 
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xabelle 1: 

taiinosaure-Sequenzen der getesteten Beta-Synucleln - Peptide nnd ihre Resultate 
blologischen Testsystenen der Belspiele 1 bis 6 



Code AA-Sequenc #AA 2%AssaylonomyclFea2 (% 

(% n (% viabiDty) 
viabBI^) viability) 



BH#1 


DVFMKGLSMAKEGV 


14 




VFMKGLSMAKEGV 


13 


Bii#3 


FMKGLSMAKEGV 


12 


Bl-M 


MKGLSMAKEGV 


11 


BH#5 


KGLSMAKEGV 


10 


BH#6 


GLSMAKEGV 


9 


Bl-I#7 


l-SMAKEGV 


8 


Bh^ 


SMAICEGV 


7 


Bi-t#9 


MAKEGV 


6 


BH#10 


AKEGV 


5 


Bl-I#11 


KEGV 


4 


BH#12 


IMDVFMKGLSA/IAKEG 


14 


BKtfia 


MDVFMKGLSMAKE 


13 


Bhtf14 


MDVFMKGLSMAK 


12 


BK0t15 


MDVFMK6LSMA 


11 


BIH#16 


IWDVFMKGLSM 


10 


BH#17 


MDVFMKGLS 


9 


BH#18 


MDVFMKGL 


8 


BH#19 


ly/IDVFMKG 


7 


BIH^O 


l\ADVFMK 


6 


BIH^1 


IVIDVFM 


5 


BiH#22 


MDVF 


4 




DVFMKGLSI^iCEG 


13 


BH#25 


DVFMKGLSMAKE 


12 




UVrMKGLSMAK 


11 


BH^7 


DVFMKGLSMA 


10 


BVmB 


DVFIWIKGLSM 


9 


BH#29 


DVFMKGLS 


8 


BH#30 


DVFiWJKQL 


7 


BW31 


DVFMKG 


6 


BW32 


DVFMK 


5 


BW33 


DVFM' 


4 


BimA 


DVF 


3 


BH#36 


GI^MAKEG 


8 


BH#37 


GLSMAKE 


7 


BH#38 


GLSIi^ 


6 


BH#39 


GLSMA 


5 


BH#40 


GLSliA 


4 


BH#41 


GLS 


3 


BH#42 


GL 


2 


BH#44 


LSMAKEG 


7 


B\m5 


I^MAKE 


6 


BH#46 


LSMAK 


5 


BH#47 


LSMA 


4 


BYms 


LSM 


3 



13Sl±iZ8.6 

146i59.2 
165±16.2 
143152.4 



13fl±29,6 

138±34,8 

156182^ 
168±11»1 
122£28,9 
14di49,8 



125±51^ 
133±6^ 1d4±119.5 
144477,7 
148±31,3 
137±18.4 145470.0 
1B3±71,5 
183t113.7 

1Se±19^ 

123^:81,0 



H202 B-AmylA(lP 
(% (% reag 
viabillty)viabnity) g. 

(diff 
vs 

23% 

140±33;2 

151±31,1 

130t30.0 12Qt1i;2 
122122.9 124412.3 

23% 



X 
X 



1694103.1 12447.3 1504116,8 



132150,0 131411,4 

151154.2 128414,0 

X X 
126428.0 

144420.4 132444.6 
X 144426,7 



151458,8 
1694103,1 



131433.6 
132138.7 

140436.0 



127432,1 132414.9 20% 

126410,3 137433,0 
120410.8 



168443.8 



183114.9 
172474^ 
164472,6 



12243.0 
148121,0 

14747.9 128414,6 
130477.3 14446,6 
157422,1 154442,7 

126^J0 . 

138447.5 124437,6 143455,9 

145420.9 
136413,4 19% 

125426.6 134423.9 
144432.5 

152472.8 147414^ 

144430,4 

120,0116.4 128418,4 



183197,1 121,0128,0 
148153^ 



120415,4 



147422.0 
13547,5 



120126,5 



12 

Die nachfolgende Tabelle 2 fasst: die Charakteristiken der 
wichtigsten Substanzen aus diesem Screening zusammen, Bei diesen * 
Peptideh handell: es sich um die im Rahmen der Erfindung bevorzugten 
Peptide . 

Tabelte2: 



Zusammenfassende Darstellung der hinsichtllch Uver neuroprotektiven Wirkung auffSlIigsten Beta-Synudein - Peptide 



Code 


1^-Sequens : 




Wirksam In: 


Bemerkungen 


■•BH#8 


SMAKEGV 


7 


5 von 7 assays 


kleines Peptide extrem hohe 
Effekte, in sehr vielen Assays 
wirksam, therapeutisch 

interessant 


BH#13 


MDV£mGIiSMAKE 


13 


5 von 7 assays 


in sehr vielen Assays wirksam 


BH#16 


MDVFMKGLSM 


10 


4 von 7 assays 


in sehr vielen Assays wirksam 


BH#26 
BH#27 
BH#2d 


DVFMKGLSMAK 

DVFMKGLSHA 

DVFMKGLSM 


11 
10 
9 


2 von 7 assays 
4 von 7 assays 
4 von 7 assays 


als Gruppe besonders 
interessant f weil von der 

AminosSuresequenz sehr 
ahnlich, sehr hohe Effekte 


BH#4 6 


LSMAK 


5 


2 von 7 assays 


hohe Effekte, kleinstes 
Peptid, therapeutisch 
interessant 



In der Beschreibung/ den Ansprtichen imd in den Tabellen 1 und 2 

steht 

A fUr d- Oder 1-Alanin, 

p fUr d- Oder l-Asparaginsaure, 

E f tir d- Oder l-Gentaminsciure/ 

F far. d- Oder 1-Phenylsaure, 

G ftlr d- Oder 1-Glycin, 

K fUr d- Oder 1-Lysin, 

L ftir d- Oder 1-Leucin, 

M fllr d- Oder 1-Methonin, 

S ftir d- Oder 1-Serih xmd 

V ftir d- Oder 1-Valin. 

Doslerungen und Vesrabrelchtmgsf ormen : 

Im Allgemeinen werden die erfindungsgeiogfien Verbindungen in 
therapeutisch effektiven Mengen in pharmazeutisch akzeptablen Tragem 
Oder Lbsungsmitteln verabreicht- Solche Trager inkludieren (sind aber 
nicht beschrankt auf) physiologische KochsalzlOsung/ gepufferte 
Kochsalziasung, Dextrose, ffasser, Glycerin, Ethanol und Kombinationen 
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daraus. Die jeweilige Formulieoning soil an die Art der Verabreichung 
angepasst sein. 

Die Zusannaensetziang kann wenn Mt±g auch unterschiedliche Mengen 
von Feuchtespendem oder Emulgatoren Oder pH-puffemden Substanzen 
enthalten. Die pharniazeu.tische Zusaramensetzung kann eine fltlssige 
Lbsung sein, eine Suspension, eine Emulsion/ eine Tablette, eine Pille, 
eine Kapsel, eine Retard- Formulierung oder ein Pulver, Die Zubereitxing 
kann auch als Suppositorium mit traditionellen Bindeniitteln und 
Trager substanzen wie Triglyzeriden hergestellt werden. Orale 
Formulierungen kOnnen StandardtrSger wie Mannitol, Laktose, Starke, 
Magnesiiomsterat, Natrivunsacharin, Zellulose, Magnesiumcarbonat und 
andere in pharmazeutischem Reinheitsgrad enthalten. Verschiedene 
Verabreichungssysteme sind bekannt und k5nnen verwendet werden, urn die 
therapeutische Anwendang der erfindungsgemflflen Substanzen zu 
gewahrleisten, wie z.B. die Verkapselung in Liposomen, Mikropartikeln, 
Mikrokapseln U.S.. 

Die Verabreichungsform wird in Obereinstimmung mit routineiaSBigen 
Verfahren als pharmazeutische Verabreichungsform adaptiert ftir 
intravenOse Administration an Menschen oder anderen SSugetieren 
zubereitet. Typischerweise sind die Zusammensetzungen fiir die 
intravenase Verabreichung LiJsungen in steriler isotonischer wassriger 
Pufferlosung. Wenn notwendig, kann die Zubereitung auch 
Lfisungsvermittler und lokal wirksame Anasthetika enthalten, urn den 
Schmerz an der Injektionsstelle zu lindern. 

Im Allgemeinen werden die Bestandteile entweder separat oder 
vermischt in einer Dosierungseinheit zur Verftigung gestellt. Zum 
Beispiel als trockenes lyophilisiertes Pulver oder wasserfreies 
Konzentrat in einem hermetisch versiegelten Container wie einer 
Ampulle, an der die Menge des aktiven Pharmakons vermerkt ist. 

Wenn die Darreichungsform als Infusion verabreicht werden muss, 
kann sie in einer Infusionsflasche, die steriles Wasser oder SalzlOsung 
in pharmazeutischem Reinheitsgrad enthait, aufgelOst werden. Wenn immer 
die Zubereitung durch Injektion verabreicht wird, kann eine An^ulle mit 
sterilem Wasser ftir Injekt ions zwe eke oder KochsalzKJsung so zur 
Verftigung gestellt werden, dass die Einzelbestandteile vor der 
Administration bestiramungsgerecht vermischt werden k6nnen. 

Die therapeutischen Sxibstanzen, die in der Erfindung beschrieben 
werden, kSnnen sowohl als neutrale Form, als auch als Salz formuliert 
werden. Pharmazeutisch akzeptierbare Salze inkludieren solche, die mit 
den freien Aminogruppen gebildet wurden, z.B. jene, die von der 
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Salzs^ure Oder der Oxals^ure stammen und solche, die mit freien 
Carboxylgruppen, wie jene abgeleitet von Natrium, Kaliiam, Ammoniiini, 
Calcium, Eisenoxyden, Isopropylamin, Triethylamin, 2- 

Ethyloaminoethanol, Histidin, Procain und anderen gebildet werden. 

.Die Menge des Therapeutikuios, das in der Erfindung beschrieben 
wird, muss fUr die Behandlung der speziellen Erkrankung oder des 
Zustands effektiv sein, wird von der Natur der Erkrankung bzw. des 
Zustands abhangen und durch standardisierte klinische Verfahren 
bestiramt. Die genaue Dosis, die in der Erfindung angewendet werden 
muss, hangt auch von der Art der Verabreichung und dem Sdiweregrad der 
Erkrankiing oder der Stejrung ab, und diese Menge . sollte nach 
Einschatzung des erfahrenen Arztes unter Berticksichtigung der 
spezifischen Patientenumstande angepasst werden. Geeignete Dosierungs- 
bereiche fOr die intravenOse Verabreichung liegen im Allgemeinen 
zwischen 20 - 4.000Aig des aktiven Bestandteils pro kg Korpergewicht, 
Geeignete Dosierungen ftir intranasale Anwendungen liegen im Bereich 
zwischen 0,01 pg pro kg K5rpergewicht bis zu Img pro kg KGrpergewicht . 
Ef fektive Dosierungen fUr orale Anwendungen liegen im Bereich von Img 
bis l.OOOmg pro kg KOrpergewicht und Tag. Die effektiven Dosierungen 
werden von Dosiswirkungskurven, die aus in vitro Modellen oder 
Tiermodelltestsystemen abgeleitet werden, extrapoliert . 
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Zusammenf assung : 

Beschrieben werden neue Peptide, deren Einzelbestandteile 1- 
itoiinosauren oder d-AminosSuren sind, Diese Peptide koramen als 
Wirkstbffe in Arzneimitteln zur Anwendung bei der Therapie von 
Erkrankungen, bei denen das vemehrte Auftreten von freien Radikalen 
eine pathophysiologische Rolle spielt, oder bei der Therapie von 
Erkrankungen rait akuter Hypoxic oder Ischaraie in einem Organsystem des 
KOrpers, insbesondere im Zentrainervensystem, oder bei der Therapie von 
Eisenspeichererkrankiangen, wie der Hallervorden-Spatz' schen Erkrankung, 
Oder bei der Therapie neurodegenerativer Erkrankungen, insbesondere der 
Alzheimer 'schen Erkrankung, der Lewy Body Variante der Alzheimer ' schen 
Erkrankung, der Parkinson' schen Erkrankung, der Multisystem Atrophie, 
der Lewy Body Demenz oder der Huntington's Chorea, und alien diesen 
neurodegenerativen Erkrankungen ahnlichen Zustandsbildem. 
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PatentansprUche: 

1. Neues Peptid, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus 
DVFMKGLSMAKEGV i 
: VFMKGLSMAKEGV \ 
/ FMKGLSMAKEGV 
MKGLSMAKEGV 
KGLSMAKEGV 
GLSMAKEGV 
LSMAKEGV 
SMAKEGV 
MAKEGV 
AKEGV 
KEGV 

MDVFMK6LSM2\KEG 
MDVFMKGLSM2UCE 
MDVFMKGLSMAK 
MDVFMKGLSMA 
MDVFMKGLSM 
MDVFMKGLS 
MDVFMKGL 
MDVFMKG 
' MDVFMK 
MDVFM 
MDVF 

DVEMKGLSMAKEG 

DVFMKGLSMAKE 

DVEMKGLSMAK 

DVFMKGLSMA 

DVFMKGLSM 

DVFMKGLS 

DVFMKGL 

DVFMKG 

DVFMK 

DVFM 

DVF 

GLSMAKEG 



GLSMAKE 
GLSMAK 

GLSM 
GLS 
GL 

LSMAKEG 
LSMAKE- 

LSMAK ' 

I 

LSMA 
LSM 
LS 

2. Peptide nach Anspruch 1, wobei die Einzelbestandteile 1- 

• Aminosauren sind. • 

3. Peptide nach Anspruch 1, wobei die Einzelaminosauren d-fl 
Arainosauren sind. ^ 

4. Peptide nach Anspruch 1 oder 2, bei denen N-terminal die 
Aminosfilure Prolin substituiert ist. 

5. Peptide nach Anspruch 1 oder 2, bei denen C-terminal die 
Aminosaure Prolin substituiert ist. 

6. Peptide nach Anspruch 1 oder 2, bei denen N-tenainal und 
C-terminal die Aminosaure Prolin substituiert ist. 

7. Peptide nach einem der Ansprtiche 1 bis 6, die N-terminal 
acetyliert sind. 

8 . Peptide nach einem der Ansprache 1 bis 1, die C-terminal 
amidiert sind. 

9. Peptide nach. Anspruch 7 oder 8, die N-terminal acetylier 
und C-terminal amidiert sind. 

10. Peptide nach einem der AnsprUche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, daiJ die Aminosaure Valin (V) durch die Aminosaure Prolin 
(P) ersetzt ist. 

11. Arzneimittel zur Anwendung bei der Therapie von 
Erkrankungen, bei denen das vermehrte Auftreten von freien Radikalen eine 
pathophysiologische Rolle spielt, gekennzeichnet durch wenigstens ein 
Peptid nach einem der Ansprtiche 1 bis 10. 

12. Arzneimittel zur Anwendung bei der Therapie von 
Erkrankungen mit akuter Hypoxie oder Ischamie in einem Organsystem des 
Karpers, insbesondere im Zentralnervensystem, gekennzeichnet durch 
wenigstens ein Peptid nach einem der AnsprUche 1 bis 10. 

13. Arzneimittel zur Anwendxing bei der Therapie von 
Eisenspeichererkrankungen, wie der Hallervorden-Spatz'schen Erkrankung, 
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